
昆 明 医 学 院 学 报 2012，（3）：13耀 17
Journal of Kunming Medical University

CN 53 - 1049 R

云南小耳猪胰岛细胞肝内移植对糖尿病猴的治疗作用
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［摘要］目的 探讨云南小耳猪胰岛细胞经门静脉肝内异种移植的可行性，观察其对恒河猴糖尿病的治疗作

用．方法 STZ诱导法复制恒河猴糖尿病模型，经胃网膜右静脉输注分离纯化的云南小耳猪胰岛细胞，移植在糖

尿病猴肝内，移植后使用小剂量无激素免疫抑制方案，监测移植前后胰岛素用量、血糖以及血清 C肽水平和肝肾

功能的变化，评价猪 -猴异种胰岛细胞移植对恒河猴糖尿病的治疗作用．结果 STZ能成功诱导恒河猴糖尿病模

型；移植后第 3天实验组糖化血红蛋白较术前降低，而对照组糖化血红蛋白一直呈上升状态；实验组外源性胰岛

素用量较术前明显减少（ ＜0.05），对照组胰岛素用量无明显变化；实验组 C肽水平较术前升高（ ＜0.05），对

照组 C肽一直维持在较低水平；无栓塞、感染、出血，肝肾功能无明显异常改变．结论 云南小耳猪 -恒河猴异

种胰岛细胞移植能够降低糖尿病猴的高血糖状态，改善糖尿病症状，无明显副作用．
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［Abstract］ Objective To explore the treatment effect of intrahepatic islets xenotransplantation of yunnan

miniature pig to diabetes Rhesus monkey．Methods Rhesus monkeys were induced by streptozotocin（STZ），

then were perfused with purified porcine islets through the right gastroepiploic vein．Small dose immunosuppressive

regimen without hormone was used．The dose of insulin，glycated hemoglobin，C peptide，blood glucose lever，

and function of livers and kidneys of Rhesus monkeys were measured before and after transplantation．Results

Type 1 diabetic Rhesus monkeys were successfully induced by STZ．The glycosylated hemoglobin in experimental

group was decreased on the third day after transplantation，while the glycosylated hemoglobin in control group

showed a rising state．The dose of insulin in experimental group was decreased significantly compared with

pretransplantation（ ＜0.05），while the dose of insulin in control group had no obvious change．The serum C

peptide levels in experimental group were elevated compared with preoperative levels（ ＜0.05），but the serum C

peptide in control group was maintained at a low level．Embolism， infection and hemorrhage was not found．The
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图 1 STZ诱导前恒河猴口服糖耐量试验

Fig. 1 Oral glucose tolerance test in Rhesus monkey

before STZ induction
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1型糖尿病（insulin-dependent diabetes melitus,

IDDM）是以破坏 B 细胞为主的自身免疫性疾病，

胰岛细胞移植重建胰岛的分泌系统，已被确认是唯

一一种彻底根治糖尿病的方法[1]．同种供体的匮乏

导致异种移植研究成为热点，猪又以其诸多优势位

居胰岛移植供体来源的榜首．本研究选用云南小耳

猪作为异种胰岛细胞移植供体，肝内移植配合使用

免疫抑制剂，观察糖尿病猴移植胰岛细胞后的疗

效，旨在为异种胰岛细胞移植根治糖尿病提供实验
理论和依据．

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性恒河猴 6.0～6.4 kg，5岁，由中国医

学科学院医学生物研究所提供．实验处理符合动物

伦理学标准．

1.2 恒河猴糖尿病模型复制

猴禁食 16 h，肌注速眠新Ⅱ注射液 0.1 mL/kg

麻醉后，猴静脉内缓慢推注 50 mg/kg新鲜配置的

链脲菌素（STZ），复制糖尿病模型．评价标准：

出现典型糖尿病症状（多尿、多饮和不能解释的体

质量下降）、任意血糖≥11.1 mmol/L或空腹血糖≥

7.0 mmol/L 并持续 2 周．适当补充外源性胰岛素

（0.4 U/kg）或 50%葡萄糖．

1.3 云南小耳猪胰岛细胞制备

半自动纯化法分离纯化成年云南小耳猪胰岛细

胞， AO-PI活性鉴定猪胰岛细胞活性，制备细胞

悬液备用．

1.4 猪 -猴异种胰岛细胞移植

实验分为 2组：对照组，仅用胰岛素控制血糖

在 5～10 mmol/L；实验组，糖尿病猴接受猪胰岛细
胞移植，术后免疫抑制方案维持，酌情使用胰岛

素，血糖控制在 5～10 mmol/L．异种胰岛细胞移

植：糖尿病猴麻醉后经胃网膜右静脉将猪胰岛细胞
悬液 50 mL输注到肝脏，同时输注肝素 100 U/kg

和头孢美唑 100 mg/kg，严密观察猴状态及生命体

征.

1.5 术后免疫抑制方案

移植术后给予无激素免疫抑制剂，方案：西罗

莫司：晨空腹 6 mL，血药浓度维持于 9～12

function of livers and kidneys was maintained normal．Conclusion The intrahepatic islets xenoransplantation

through the right gastroepiploic vein can decrease the high plasma glucose level of diabetic Rhesus monkeys，

improve the symptoms of diabetes，and not lead to adverse reaction.
［Key words］ Diabetes mellitus；Pig；Islet cells；Xenotransplantation

ng/mL；他可莫司：早晚各 1.5 mg，血药浓度维持

在 4～6 ng/mL；吗替麦考酚酯：早晚各 625 mg．

1.6 各项指标的检测

严密监测动物的饮食、二便、活动、精神状

态及体重变化．测定血糖、尿糖、血常规、血生

化、血清糖化血红蛋白和 C肽水平．

1.7 统计学处理

采用 SPSS软件进行统计分析，数据以均数±

标准差（x±s）表示，采用 检验， ＜0.05为差

异有统计学意义．

2 结果

2.1 糖尿病恒河猴糖耐量、血糖、尿糖的变化

糖耐量试验（OGTT）结果显示，STZ诱导前

恒河猴 OGTT未见明显异常变化，见图 1．

STZ诱导后恒河猴血糖水平：2组猴给药 8 h

后，血糖水平均开始升高，17 h、30 h、48 h的血

糖保持在高水平，见表 1、表 2．STZ诱导后恒河

猴尿糖水平：2组猴给药 8 h后，尿糖阳性，17 h、

30 h、48 h的尿糖保持在强阳性，见表 2．STZ诱

导 48 h后 2组随机 2次餐后血糖均 >11.1 mmol/L，

酌情肌注胰岛素可使血糖水平保持 <11.1 mmol/L，

均出现多尿、多饮、体重下降的典型糖尿病症状，

并能持续 2周，符合实验性猴糖尿病模型标准．

2.2 小耳猪胰岛细胞活性及收获量

云南小耳猪分离纯化后获取的胰岛细胞团数

量为（3 192±756） IEQ/胰腺组织 g，活细胞率为

（80.00±0.47）％，输注胰岛细胞量为 9 355 IEQ/
体重 kg．



指 标 移植术前 移植术后

ALT（U/L） 57.68±14.63 77.5±12.02

AST（U/L） 75.36±20.19 85.33±15.56

GGT（U/L） 55.73±10.01 57.52±9.71

ALP（U/L） 553.5±111.35 466.58±34.65

BUN（mmol/L） 7.53±1.09 5.94±1.05

Gr（mmol/L） 49.33±9.22 48.63±1.41

UA（mmol/L） 50.88±15.11 39.23±9.93

表 5 异种移植术前后糖尿病猴肝肾功能（x±s）
Tab. 5 Liver and kidney function in diabetic rhesus

before and after islet xenotransplantation

（x±s）

组 别 0 h 8 h 17 h 30 h 48 h

实验组 4.8 9.0 15.4 14.2 15.0

对照组 4.9 9.5 16.2 16.1 15.5

表 1 STZ诱导后恒河猴血糖水平（mmol/L）

Tab. 1 The blood glucose levels of Rhesus monkeys after STZ induction（mmol/L）
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2.3 猪 -猴异种胰岛细胞移植前后猴的糖尿病症

状

移植前糖尿病猴表现有多饮、多尿、多食、

体重下降典型的糖尿病症状，体重较前平均下降

20%．移植后猴的糖尿病症状逐渐减轻，体重逐渐

恢复到术前水平．

2.4 猪 -猴异种胰岛细胞移植前后猴的糖化血红

蛋白、C肽水平和胰岛素使用量

移植术后第 3天，实验组猴的血清糖化血红

蛋白水平较术前降低，而对照组猴的血清糖化血

红蛋白水平呈上升状态，见图 2．实验组猴的血清

C肽水平较术前升高（ ＜0.05），对照组猴的血清

C肽水平维持在较低水平，见表 3．实验组猴的外

源性胰岛素用量较术前明显减少（ ＜0.05），对照

组猴的胰岛素用量无明显改变，见表 4．

组 别 0 h 8 h 17 h 30 h 48 h

实验组 - ± +++ ++++ ++++

对照组 - ± ++ ++++ ++++

表 2 STZ诱导后恒河猴尿糖水平

Tab. 2 The urine glucose levels of in Rhesus monkeys after STZ induction

图 2 异种胰岛移植后糖尿病猴的糖化血红蛋白水平比较
Fig. 2 Comparison of glycosylated hemoglobin level

on diabetic Rhesus monkeys after islet
xenotransplantation between two groups

与移植前相比，* ＜0.05．

组 别 移植术前 移植术后

实验组 0.34±0.03 2.46±0.20*

对照组 0.86±0.19 0.54±0.18

表 3 异种移植术前后糖尿病猴的血清 C肽水平对比
［（x±s），U］

Tab. 3 Comparison of serum C peptide on diabetic
Rhesus monkeys between before and after
islet xenotransplantation［（x±s），U］

与移植前相比，* ＜0.05．

组 别 移植术前（U） 移植术后（U）

实验组 4.0±0.2 1.3±0.1*

对照组 2.2±0.3 2.3±0.2

表 4 异种移植术前后糖尿病猴的外源性胰岛素用量对比

［（x±s），U］

Tab. 4 Comparison of exogenous insulin dosage used

on diabetic Rhesus monkeys before and after

islet xenotransplantation［（x±s），U］

2.5 猪 -猴异种胰岛细胞移植前后猴的肝肾功能

实验猴接受移植手术后第 1天即给予免疫抑

制治疗，西罗莫司血药浓度控制在 9 ng/mL，他可

莫司血药浓度控制在 6 ng/mL；吗替麦考酚酯每天

1.25 g，2组猴均未发生药物过敏及肝肾等功能损

害，肝肾功能各项主要指标均在正常范围（ ＞

0.05），见表 5．

2.6 猪 -猴异种胰岛细胞移植前后猴的感染及血

栓栓塞

糖尿病猴移植术中输注肝素 550 U，术后再连



续 3 d使用 550 U/d，未发生血栓栓塞．糖尿病猴

术前术中术后连续 4 d使用头孢美唑 0.55 g/d，未

发生感染症状，血常规也提示未见明显感染迹象

（＞0.05），见表 6．

项 目 WBC（109/L） NEUTRO（%） RBC（1012/L） HGB（g/L） PLT（109/L）

移植术前 8.71±1.13 51.53±6.32 5.15±0.13 129.5±8.70 446.3±90.2

移植术后 8.69±1.26 71.40±8.35 5.03±0.13 125.75±4.03 462.75±46.46

表 6 异种移植术前后糖尿病猴血常规（x±s）
Tab. 6 Blood routine findings in diabetic Rhesus monkeys before and after islet xenotransplantation（x±s）

3 讨论

IDDM是一种以破坏 B细胞为主的自身免疫性

疾病，注射胰岛素是控制患者血糖的有效手段，但

外源性胰岛素不能达到生理性调节血糖的目的，不

能防止或延缓糖尿病并发症的发生，患者生活质量

降低，甚至危及生命．因此寻求根治糖尿病的治疗
方法是目前医学研究的重点和难点．

大量临床前研究已经宣告胰岛移植是 IDDM理

想的治疗方法，同种移植因为供体来源匮乏而受

阻，异种移植成为研究焦点．猪、牛、犬、猴等都

可作为异种胰岛移植的供体，猪以其诸多优点脱颖

而出：猪胰岛素与人胰岛素结构仅有 1个氨基酸差

异、生理血糖调定点相近；猪胰岛在含人新鲜血清

的培养基中能很好地存活与增生；并且猪的饲养成

本低、繁殖快、成熟期短、产仔多，是一种极为经

济和方便的胰岛细胞供体，可提供足够数量的胰

岛；猪与人之间没有严重的人畜共患病[2]．新生猪

和成猪胰岛细胞移植入糖尿病动物模型治疗糖尿病

均有报道[3]，相较而言，成猪胰岛细胞在移植后几

小时就可以逆转高血糖症状，能更好发挥效能[4]．

因此本研究选用云南成年小耳猪，因其品系纯正且

云南特有，已广泛用于临床前研究，是一种理想的
异种移植供体．

为了实现猪胰岛细胞移植到患者体内治疗糖尿

病的目的，选择与人类最为接近的物种作为受体进

行临床前研究尤为重要．猴是非常合适的异种胰岛

移植受体，它们不仅可以通过 STZ药物诱导为糖

尿病，更为重要的，诱导出来的糖尿病症状可以通

过注射外源性胰岛素得到良好的控制并持续很长时

间[3，5]．本研究也证实给予 STZ后能够成功诱导猴

糖尿病，使用胰岛素血糖能很好地控制在＜11.1

mmoL/L而且没有出现糖尿病相关并发症．

肝内胰岛移植具有操作相对简单安全、不改变

正常的胰岛素释放途径、有利于移植物血管神经的

恢复、能避免排斥反应等优点[6]，是较理想的胰岛

移植部位．肝内胰岛移植常用的途径主要有经门静

脉、肝动脉等方法．经门静脉途径胰岛移植占近

几年国内外移植病例的 80%以上．本研究采用了

开腹经胃网膜右静脉置管入门静脉借助重力输注

小耳猪胰岛细胞悬液的方法，协同输注肝素抗凝，

头孢美唑预防感染，术中术后未发生血栓栓塞、

感染、出血等症状，提示经门静脉肝内移植是一

种异种胰岛移植安全有效的途径．

临床开展的胰岛细胞移植，大多数病人需

要＞10 000 IEQ/kg才能达到理想的胰岛素水平．

胰岛移植需要控制胰岛细胞数量，主要是避免门

脉栓塞，通常是胰岛混同肝素一起移植，通过这

种方式安全无并发症的最大胰岛移植量为 32 000

IEQ/kg [7].Edmonton 方案建议移植 11 000 IEQ/kg 的

胰岛，该实验室报道（2002年） 30名糖尿病患者

按 9 000 IEQ/kg进行了胰岛移植，效果良好．本研

究实验组输注了 9 355 IEQ/kg，协同肝素 550 U，

糖化血红蛋白较术前降低，C 肽水平较术前升高

（ ＜0.05），外源性胰岛素用量较术前明显减少

（ ＜0.05），提示猪胰岛细胞在糖尿病猴体内发挥

了作用．这为云南小耳猪胰岛细胞异种移植治疗

人糖尿病的可能性提供了初步的实验依据．
猪 -猴的异种移植模式，必然涉及到免疫排

斥，因而探讨一种良好的免疫抑制方案在异种胰

岛移植甚为关键 [8]．本研究根据文献[9]、Edmonton

方案[10]、临床经验和免疫药物等设计出小剂量无激

素免疫抑制方案，该方案的使用未发生实验猴药

物过敏及肝肾等功能损害，糖化血红蛋白、C肽水

平和胰岛素用量监测结果显示猪胰岛细胞在糖尿

病猴体内存活并发挥作用．这些结果提示本研究

的免疫抑制方案在猪 -猴异种胰岛细胞移植中安

全有效．

目前异种胰岛移植仍处于试验研究阶段，制

定一个能够运用于临床、安全稳定、简单有效的

免疫抑制方案，进一步观察异种胰岛细胞移植的

远期治疗效果、防止糖尿病并发症的发生发展等

难题，是本课题组努力工作的方向．希望在不久

的将来，异种胰岛细胞移植能够运用于临床造福
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广大糖尿病患者．
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